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(57) Abstract 

The recombinant production of 
PDGF-AB in mammalian cells is disclosed 
by means of a bicistronic vector system in 
which an IRES sequence is located between 
the First and second cistrons and in which 
the B chain coding gene is located in the 
first cistron. The disclosed expression unit 
allows the equimolar expression of the A 
and B polypeptide chains. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung bctrifft die rekombi- 
nante Hcrstellung.von PDGF-AB in SSuger- 
zellen unter Vcrwendung eines bicistroni- 
schen Vektorsystcms, in welchem sich zwi-\-jr * 
schen dem ersten und dem zweiten Cistron-*' 1 
cine IRES-Sequenz befindet und das fdr die 
B-Kette codierende Gen in dem ersten Ci- 
stron positioniert ist. Die erfindungsgemaRe 
Expressionseinheit fuhrt zu einer aquimola- 
ren Expression der Polypeptidketten A und 
B. 
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bl cist;ro ni BrhPn y.^^ .^ , ,„ gM ^ „ ~ 

Die Erfindung betrifft die rekombinante Her s t»li„„ 
( rPDGF-AB ) in SSugerzellen als Hl«, , , erSteUun9 von PDGIr -AB 
chen frei 1st von „. k ! " elle "' niches i m wesentli- 

von den hcncdimeren Begleitprodukten und 

Seit vielen Jahren 1st e s mSglich, einzelne Pro t =i™ „ 

durch Klonierung isoliert t ° MlM ' deren Gene 

transfer in verschiedenen v "ovulation und Gen- 

Sellen IvnJ^^^^^^'T ^ 
WctivitSt vieler Prote, ne • 71 

Prozessieren und ! Falt <"^"' richtiges 

niederen eukaryontischen Expres" itnssv r und 
re kt ausgefUnr. werden. i^^Tc^T? k ° r " 
SSugerzellen als wirte Sauoer, T, " SiCh hau£i 9 

Aus verschiedenen Grunden bedarf es offals der si™,, 
stellung zweier Oder reehrerer Pmelntet ««" 
-eXe naturliche Proline in ih rer £ unk t io„ e Ue7 Pol aus 
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mehreren Untereinheiten zusammengesetzt (z.B. Antikorper) . Na- 
tiirlicherweise erfolgt die Assoziation verschiedener Unterein- 
heiten von koraplexen Proteinen nach der Proteinsynthese . An 
dieser Assoziation sind haufig andere Komponenten des zellularen 
5 Apparates als Katalysatoren oder Kontrollelemente beteiligt, 
wobei es gelegentlich auch zu Umfaltungen der urspriinglichen 
Strukturen kotnmt. StSrungen der Assoziation, z.B. durch unglei- 
che Synthese der einzelnen Komponenten, konnen sowohl fur die zu 
bildenden Proteine als auch fur die Wirtszelle negative Konse- 
10 quenzen haben. Natvirlicherweise unterliegt dieses System einer 
ausgefeilten, meist zellspezif ischen Regulation. Da diese Regu- 
lation in genetisch manipulierten Zellen im allgemeinen nicht 
nachstellbar ist, wurden die nachfolgend erlauterten Alternati- 
ven zur simultanen Herstellung mehrerer Fremdproteine entwickelt 
15 und angewandt: 

1) Die Gene werden getrennt in Expressionsvektoren integriert 
und dann in einem geeigneten Verhaltnis in die Zellen co- 
transferiert. Dies setzt voraus, dafi mehrere Plasmidkopien 

20 gleichzeitig stabil aufgenommen und bei der Teilung weiter- 

getragen werden. Das Verhaltnis der Expression der verschie- 
denen Gene zueinander hangt sowohl von der Kopienzahl als 
auch von der Integrationsstelle im Genom der Wirtszelle ab. 
Durch aufwendige Screeningverf ahren ist es moglich, Zell- 

25 klbne zu isolieren, welche die einzelnen Genprodukte im 

gewiinschten Verhaltnis zueinander exprimieren . 

2) Um die Kopienzahl zu nivellieren, werden die verschiedenen 
Gene in unabhangigen Transkriptionseinheiten auf einem Vek- 

30 tor plaziert. Dies sichert weitgehend die stOchiometrische 

Reprasentanz der Gene, aber auch dieses Verf ahren ist rait 
Problemen behaftet. Selbst wenn namlich Expressionseinheiten 
mit Promotoren gleicher Starke verwendet werden, ist keines- 
wegs sichergestellt, daJi die mRNAs, welche fiir die verschie- 

35 denen Proteine kodieren, die gleiche Stabilitat und Transla- 

tionseffizienz aufweisen. Auch die Transkriptionsef f izienz 
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15 



20 



>5 



runo 2 n. ^ 9entechn "= he " Tricks (Positionie- 

^ale d ™ trl ' ti "»^-it« - ei „ ander , Moduiation der 
fUgl e ^ ^ P ™-" «~en Oder „i nzu _ 

lllll: T T ™ ente) StSchi — - der Expression 

scnrxttweise hergestellt . - 

3 ' «t Ier^«r 9 d " Pr0ble " e ^ Z ™"— « -it der stabiii- 
t.t der nttKA verschiedener Tr a „s*ripte wurden W . od er n,ul- 

LlnLT 1S Vekt ° ren en ^^"- Hierau iiegen die Zl 

Gens Prfni^ ^ i»ui.ticistronischen 
Gens erfolgt durch einen einzigen Promoter. Bei derarti oe n 
Vektoren wird normalerweise das erste CKtmn t de "^xgen 
translation - erste Cxstron sehr ef f xzxent 

intercL'onLr AbhangigJcext von den 

nterexstronxschen Sequenzen. Verwendet man fur diese inter 
exstronxschen Sequenzen normale 5 ' nxcht ■ , 

quenzen /5'urm «„= . translatierte Se- 

p (5 UTR) aus "onocistronischen Genen, so ist dio 

- ~ «. 

Kaufman et al . f 1987; Boel et ftl ' d ° 8 e " ten Cxstrons, 

konnte zunachst durch Einfr 56 Effizienz 

. h Elnfu gen von Leadersequenzen tninh 

Effxcxency Leadem, HEL) auf etwa 20% 9 

::: a r ::r 9 und ~- ~ --^ z 

a-Len Sequenzen. welch*» . . 

tion e m.««;« k welche e ^e interne Translationsinitia- 

n a = M o lge „ den ci St ro n s ;r a 3?r; u rr:: dem ersten und dem 

Die Schliisselrolle bei Hot- ^ 

scher .Ve kt ore„ spiel^ ^sTIr " ' ^ ^ ^"^-oni- 
Init iat io„ der T L„sl a tio I " NOr » ale ™*« erfolgt die 

tes Maeotid, aurgelT, W1 E ^ von" IT" 

auc wrrd. Von dort aus wird ein geeignetes 
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10 



Translationsinitiationskodon ausgesucht, von dem ausgehend die 
Translation gestartet wird. Man glaubt, da» dies Uber exnen 
.■Scanning«-Proze; i ablauft/ wobei sich der Pra-Initiationskomplex 
entlang der mRKA in 3'Richtung bewegt. Auf diese Weise wird, von 
einigen Ausnalunen abgesehen, Unmer das am 5'Ende liegende Ci- 
stron effizient translatiert (Kozak, 1989). Alle nachf olgenden 
Cistrons werden gar nicht oder sehr inefficient trans latiert . 
Die Translations-Effizienz der nachf olgenden Cistrons konnte 
durch Optimierung des Abstandes zwischen den Genen ( intercistro- 
nische Regionen; Kozak, 1987; Wirth et al., 1991) oder durch 
verwendung von sogenannten "high efficiency leader "-Sequenzen 
(HEL, s.o.) verbessert werden (z.B. Falcone und Andrews, 1991 
und Ref. darin). HEL' s sind solche 5'nicht trans latierten Be- 
reiche von Genen oder auch anderen Sequenzen, welche die Initia- 
tion der ••cap--abhangigen Translation stimulieren. Auch bei 
derartigen Konstrukten sind jedoch die erreichbaren Expressions- 
werte fiir das zweite und die nachf olgenden Cistrons inuner deut- 
lich geringer als die des "cap»-abhangig regulierten ersten 
Cistrons . 

) 

Ein in den letzten Jahren aufgedeckter Mechanismus zur internen 
Translationsinitiation benutzt spezifische Nukleinsauresequen- 
zen. Zu diesen Sequenzen zahlen die nicht trans latierten Berei- 
che einzelner Picoma-Viren, z.B. Polio-Virus, Encephalomyocar- 
5 ditis-Viru S/ (Pelletier und Sonenberg, 1988; Jang et al . , 1988; 
Jang et al., 1989) sowie einiger zellularer Proteine, z.B. BiP 
(Macejak und Samow, 1991). Bei den Picoma-Viren sorgt ein kur- 
zer Abschnitt des 5'nicht trans latierten Bereichs, das sogenann- 
te IRES (internal ribosomal entry site), fiir die interne Bindung 
$0 eines Pra-Initiationskomplexes . Dariiber hinaus sind weitere 
Bereiche aus dieser Region fiir die eff iziente Initiation dieser 
Translation notwendig. So zeigt es sich z.B., daA fiir eine effi- 
ziente Translation nicht nur die 400 Basenpaare stromaufwdrts 
des IRES, sondem auch der extreme 5'Teil der Picorna-Virus 
35 nicht-translatierten Region notwendig ist (Simoes und Samow, 
1991). Auf der anderen Seite fiihrt das -capping", die Voraus- 
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setzung fur den normalen Initiationsmechanismus der Translation 

zu einer Reduktion der Ef fizienz der internen Initiation von 

Polio-Virus IRES , wenn er „ 5'Ende einer entsprechenden mRNA 

lokalxsiert ist (Ha^nbidge und Sarnow, 1991). Der negative Effekt 

wxrd aufgehoben, wenn die IRES fur die Initiation des zweiten 

Cistrons verantwortlich ist, also zwischen "cap" und IRES ein 
Cistron liegt. 

IRES-EWnte konnen also als Initiatoren fur die effi 2 iente 
Translation von Leserastem fungieren. Dabei beeinflussen sie 
dre "cap.-abhangige Translation des ersten Cistrons nicht. Auch 
umgekehrt scheint eine Beeinf lussung der IRES-abhangigen mi- 
ration unabhangig von der ••cap"-abhangigen Translationsinitia- 

TZ T T Me MeChanisI " en beid « Vorgange unterscheiden sich 
auch deutlich in der Verwendung verschiedener zellulMrer Fakto- 
ren (Meerovitch et al., 1989; Jang und Winder, 1990) In der 
vergangenen 2eit wurden nehrere untersuchungen publiziert, bei 
denen bxcxstronische Expressionsplasnade ver„endet wurden (Ada™ 

ll V, 1 Gh "" S " " 91; KaUfman et -1--1991, -wood et 

Z ' W " th " 19911 • 03 ab " °«-sichtlich die 

Transit v TranSla "° n " arft « ^ -1- die IRES-abhangtge 

Translation. tom „ eine stochiometrische Expression zweier 

'onzent T Die b ^—i 9 en Verwendungen 

ZllT SlCh dSShalb Ve ™-^ ™ SelektioL 

markern » 2 „erten Cistron. Die enge Expressionskoppelung des 

erst! c2T Zk T ^ ^ «"*- i "«<«~ -Iches das 

erste Cistron darstellt, ist besonders vorteilhaft bei der Se- 
lection auf Hochexpression, insbesondere, wenn eine vorausge- 
hende Genamplif ikation erforderlich ist. 

nischeTT 6 agUi, " 0larer ^"in^engen von bi- oder m ulticistro- 

-rS D ie P I eS "°T Vekt0ren 3SdOCh biShSr " iCht ***** 

tetten t T ' re EXpreSSl ° n verschiedener Protein- 

tors 1, + 7- rek0nbil,an " Herstellung des Wachst.n.sfak- 

tors aus Blutplattchen, "Platelet-Derived-Growth-Factor" (PDGF) 

Hau P«>"°9e„e i„ »enschlichen Blutseru*,, von besonde- 
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rer Bedeutung. Aus menschlichen Thrombozyten auf gereinigtes PDGF 
besteht aus zwei unterschiedlichen , aber nahe verwandten Poly- 
peptidketten, die durch Disulf idbriicken miteinander verkniipft 
sind. Unter reduzierenden Bedingungen zerfallt das dimere PDGF 
5 in seine monomeren Untereinheiten, wovon die grtifiere (M, 15- 
17.000 D) als PDGF-A-Kette und die kleinere (M, 14.000 D) als 
PDGF-B-Kette bezeichnet wurde (Johnsson et al., 1984). 

Die Proteinketten PDGF -A und -B werden von verschiedenen Genen 
10 kodiert. Die vollstandige Struktur beider Genprodukte konnte 
durch cDNA-Klonierung aufgeklart werden (Ratner et al., 1985, 
Betsholtz et al., 1986). Dabei zeigte es sich, daJi beide PDGF- 
Molekule zunachst als ungewdhnlich lange Vorlauf ermolekule , sog. 
Precursoren, synthetisiert und anschlieliend intrazellular zu den 
15 reifen PDGF-Ketten prozessiert werden. Durch alternatives Spli- 
cen lassen sich zwei verschiedene PDGF-A-Transkripte erklaren, 
die sich durch An- oder Abwesenheit eines 69-bp Segmentes im 3'- 
Bereich unterscheiden (Betsholtz et al., 19 86; Wise et al., 
1989). Durch dieses Insert koirant es zu einer Anderung im codie- 
20 renden Abschnitt mit der Folge, da/3 eine kurze (PDGF-A K , 110 
Aminosauren) und eine lange (PDGF-A L , 125 Aminosauren) Form der 
PDGF-A-Kette gebildet wird. Beide Varianten sind als normale 
zellulare Proteine nebeneinander nachweisbar, wobei die kiirzere 
Form die haufigere Spezies ist (Matoskova et al., 1989; Young et 
25 al., 1990). 

Beide Gene sind auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert 
und zeigen einen hohen Homologiegrad . Eine Vielzahl von Arbeiten 
zeigt, dafl beide Gene unterschiedlichen Regulationsmechanismen 
30 unterliegen. Eine Folge davon ist, dafi beide PDGF-Ketten natur- 
licherweise in verschiedenen Zelltypen in unterschiedlichem 
Verhaltnis zueinander produziert werden. 

Alle drei moglichen Isoformen des PDGF (AA, AB und BB) kommen 
35 natiirlicherweise vor und sind in Thrombozyten in sogenannten 
a-Granula gespeichert. Aus uberlagerten menschlichen Blutplatt- 
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chen kann neben dem die Hauptmenge bildenden PDGF-AB Heterod, 
auch PDGF-BB zu etwa 30 % isoliert werH. ,„ Heterodlmer 
19Rfi , „ . . isoiiert werden (Hammacher et al . 

1988). Frxsch praparierte Blutplattchen enthalten auch einen 
hohen Anteil (27%) an ,DGF-AA (Hart .t al., 1990) Es kann ^ 

z~ n werden - da * n den v — — j r - :lz.z 
2:^:nr n ' der beider ; 

aem AB-Heterodimer-Anteil entsDri r-ht- n= ^ - „ 

PDGF-Spe zi es k entSpricht ' Da d ^ Konzentration jeder 

bpezi.es im Thrombozyten direkt korrelieren a «i -u 

individuellen Bedeutung im ^.il^.:^ koLt\ ^ 
sondere der haufigsten Isoform, dem PDGF-AB eine' h 
Bedeutung auf der k herausragende 

g auf der Suche nach eine, -Wundheilungshoraon- zu. 

Jede der verschiedenen Isoformen besitzt hioi™- v. 

in vitro Erst- „ t2t b J-°logische Aktivitat 

v-ttjro. £,r st die Verfugbarkeit ci&r- 
PDGF-lsofor^en ,w„ Sr hoch ^inen, rekombinanten 

w isoformen (Hoppe.et al., i 98 9; Hoppe et al iQcnx 

vergleichende Studien zur Differ, • } machte 

W.rkungsspeKtren der verschiedenen PDGF-Lezies t 
-hen belegen eine Reihe von UntersuchuLen H 

Potenz von PDGF-AA, AB und BB im chatTta ""er.chiedliche 

^nemotaxxs- und DNA-Pmi * 
t.onstest (Hosang et al ., 198S; Nister „ ^ Rai fv 

Broski iqpq. c,-^«w ax • / Reilly & 

chen Ein£lufl auf 9 die FreiSe «unr d ™nte rs chiedli- 

, ^reisetzung von Inositol-l 4 S t-r-i 

phat. Production von Diacylglycerol und rca'', Mobil 
(Bloc, et al., l 989; sacninidis et „ ^V'"^ 

unterschiedliche Pnrv o„ ^ B)> Zwei 

Uilcne PDGF ~ Re2e Ptorpopulationen u 
pnr.p_«,- D ^_ f«J.atj.onen, von denen ripr 



30 



35 



PDGF-a-Rezentor ,xonen, von denen der 

Kezeptor alle PDGF-Isof ormen und der R Rp7Q ^ 
PDGF-BB bindet ( Ha ^ -. , „ "-Rezeptor nur 

Dindet (Hart et al . , i 98 8; Heldin et al. i 98 8^ i fo f 
eine plausible ErklSmn,, = ' l *°B) liefern 

der PDGF-lsoformei r J ' ™ ^ Wi ^^sunterschiede 

isoformen uber deren unterschiedliche Pn t a „ 

toraktivieruna en tf fl it«n v ilche Potenz zu * Rezep- 

erung entfalten konnen . Die meflbaren unterschlprtu^ 

*n ^atxo-Effekte der PDGF-Isof 0 n» Bn ^erschiedlxchen 

zweierverschi^o Isoformen, zusammen mit dem Nachweis 

auf ulte^ 

und BB r ^t^ V1V ° WirkUn * SS ^- von PDGF-AA, ^ 
PDGF BB h' Produktion von reinem PDGF-AB, ohne 

PDGF-BB oder PDGF-AA als BegleitDrotei™ w 

homogenes out ,h a . a w • • rotei ^, wunschenswert . Um ein 

' Charakt — tes Heterodimer zu erhalten, muflten 
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die Homodimere sonst durch Reinigung vollstandig eliminiert 
werden, was durch die sehr ahnlichen chromatographischen Eigen- 
schaften aller PDGF Spezies zusStzlich erschwert wird. 

5 Eine Reihe verschiedener Wege zur Herstellung von rekombinanten 
PDGF-Homodimeren, insbesondere PDGF-BB, sind zum Teil schon seit 
ISngerer Zeit bekannt (Kelly et al . , 1985; Heldin et al., 1986; 
Hoppe et al w 1989; Beckmann et al., 1988; Bywater et al., 1988; 
Stroobant & Waterfield 1984). Ein Herstellungsverf ahren fiir 
10 hochreines PDGF-AB wurde von Hoppe et al • (1990, s.a. PCT/EP 
90/00 063) beschrieben. Hier werden die getrennt in unterschied- 
lichen E . coli-Zellen hergestellten, inaktiven Monomere durch In 
vl tro- Renaturierung in biologisch aktives PDGF-AB iiberfiihrt. 

15 Die bislang synthetisierten Genprodukte der drei PDGF-Isof ormen 
weisen, trotz variierender Lange der A- bzw. B-Einzelstrange, 
weitgehend iibereinstimmende biologische AktivitSt auf . 

Fiir die heterologe Expression von PDGF-AB Heterodimeren in euka- 
20 ryontischen Systemen gelten die eingangs erwShnten Kriterien der 
simultanen Expression zweier (oder mehrerer) Proteine. Die 
bisher publizierten Strategien zur Herstellung von PDGF-AB in 
rekombinanten CHO-Zellen (Ostman et al . , 1988) und mit Hilfe von 
Hef e - Expr e s s i on s systemen [EP 0 259 632] entsprechen dem oben 
25 unter 2) erlSuterten Fallbeispiel , wo sich beide PDGF-Gene in 
unabhangigen Transkriptionseinheiten auf einem Vektor befinden. 
Die Quantif izierung der auf diese Weise in CHO-Zellen exprimier- 
ten unterschiedlichen PDGF-Dimere ergab 19% fiir PDGF-AA, 69% fiir 
PDGF-AB und 12% fiir PDGF-BB (Ostman et al., 1988), 

30 

Eine Grundvoraussetzung fiir die bevorzugte Synthese von PDGF-AB 
Heterodimeren mit Hilfe eukaryontischer Expressionssysteme ist 
daher nicht nur in der stSchiometrischen ReprSsentanz beider 
Gene r sondern in erster Linie auch in deren koordinierter Ex- 
35 pression zu sehen. Daher bieten sich bicistronische Expressions- 
einheiten als mSgliche Hilfsmittel fiir die Expression heterodi- 
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.nerer Proteine und damit des PDGF-AB an. m WO 90/01550 wird ein 
derartiges Syste m auch fur die Expression von PDGF beschrieben 
Wie unter Pun** 3, oben naher erlau t er t , liefern diese Konstru)t ; 

5 Th 1 T li " ,itie " a Hxpressionsraten fur das zweite 

und nachf olgende , Cistron. Abhangig von der i m ersten cistron 

£1 PDGF " Kette "« den — i ege „d „o m odi me re dieses 

Typs gebildet. Bisher in der Literatur beschriebene Versuche 

eu]t , rIDnt , „ , anderer Expresslonssysteme in einer 

10 2 71 3 ZU zu Ho ra odi m er-Ne- 

diesen Zellsystemen PDGF-AB zu erhalten, mii ssen aufwendige und 
extren, verlustreiche Reinigungstechnixen angewendet werden . 

15 sc^Iff; ErfindUnS iSt ~ ein Expressionssyste. zu 

15 schaffen, nut Hilfe dessen PDGF-AB ohne wesentliche Verunreini- 
gung durch die Jeweiiigen Hc.opoly.ere herges t el lt werden ,ann. 

Erfindungsgemafi tennte die Aufgabe durch die Verwendung eines 
Konstruxts gelost werden, welches i„ „„ .,• u v. , 
20 der trpc c welches m an sxch bekannter Weise von 

der IR ES- S equenz zwischen dem ersten und zweiten Cisrron 

e:s:r c c L; acht '. r° ch das (ur pdgf - b - - - 

erste citron ernbringt. Oberraschenderweise hat es sich erfin- 

ZZTTlrT' -ansfe, t ion " t 

diesen Konstruxten PDGF-AB ohne nennensverten Anteil an Homodt- 

ver:i:;::". proteinreinigun9sv " £ate - - ird ***™ hhe ^ chtl i h 

>0 pte;sIonse i d H r ," rfindUn9 4 " de "" 9emaB ^ bi ^«ronische Ex- 

2 T r k0mbinanten ™» he.erod™ 

i« durch d f, Wirt " elle "' » elc »e gexennzeichnet 

lst . a Wh die allgeineine Pormel 



P - 5'UTR - Cl - IRES - C 2 - 3'UTR - polyA, 
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in der 

p ein transkriptionaler Promotor ist, 

5 5'UTR eine nicht translatierte Nukleotidsequenz ist, 

C! ein Cistron ist, welches ein fttr die B-Kette von 
PDGF, ein biologisch aktives Analogon oder ein Fragment 
derselben kodierendes Gen enthait, 

L0 

IRES eine Nukleotidsequenz viralen, zellulSren oder 
synthetischen Ursprungs ist., die in der Stufe der 
Translation fur die interne Initiation verantwortlich 
ist , 

15 

C 2 ein Cistron ist, welches ein fur die A-Kette von 
PDGF oder ein biologisch aktives Analogon oder ein 
Fragment derselben kodierendes Gen enthSLlt, 

20 3'UTR eine nicht translatierte Nukleotidsequenz, 

und polyA ein Polyadenylierungssignal ist, 

wobei C lf IRES und C 2 operativ miteinander verkniipf t 
25 sind. 

Als Promotoren kommen alle diejenigen Proitiotoren in Betracht, 
die in eukaryontischen Zellen wirksam sind, d. h. , die die Gen- 
expression in eukaryontischen Zellen initiieren konnen. Insbe- 
30 sondere konnen alle konstitutiven und induzierbaren Promotoren 
viralen (beispielweise die "Long terminal repeats, LTR's, von 
Retroviren oder Herpes Simplex Thymidin-Kinase Promotor), zel- 
lularen (beispielsweise Interferon- oder Ubiquitin-Promotor ) 
oder synthetischen Ursprungs verwendet werden . Erf indungsgemafi 
35 ist der SV4 0-Promotor bevorzugt. 
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Die 5-UTR and die 3'UTR sind beliebige, in der R egel nichttrans 
latxerte Nukieotidseg.enzen, die reguiierende Eielnte elha^n 

"„ nn i: s r v f :r n9 r mafl seei9net sind se ;i n 

zen aus SV-40 nach Artelt et al. (1988). 
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^l 1 ^, 1 3) ' dBte " »»d 3 e 9 licnes Fragment m . 

dii^'Ce d "v 61 " bi ° l03iSCh PDFG— B Kette ko- 

B^Kette h i * *" ^ dieSen Z —™^ang das zur PDGF- 

(8SV» sow.e die Basenpaare 283 bis 609 geman SEQ ID Hr 3 in 
Betracht, weiche die reife PDFG-B Kette kodieren. 

vorlaufersequenz (PDGF-A,. Oder PDGF-A. — SEO ID Nr 

jegliche Fragmente enthalfo„ , v SEQ ID Nr. 1) sowie 

PDGF-A Xette^Id enthalten ' " elche fU * eine biologisch aktive 

GF A Kette kodxeren. In Betracht konrnt insbesondere das f™„ 
roent geraSB den Basenpaaren 353 bis s», «„ aS Frag - 

ches fH^ rfl 82 9 eniSB SEQ ID Hr. 1, in- 

ches fur die reife PDGF-A Kette kodiert . 

Als IRES kSnnen alle diejenigen Sequenzen viralen zellularen 
Oder svnthof ie^u« T , * zej.xuj.aren 

« ne 8 H ? "rsprungs vervendet „erden, „el c he eine in- 
terne Bxndung der Riboscen ver^ittein . Beispieie f0c derartige 
Sequenzen sind die tppc r> - aerartige 

welche di- Polxovxrus Typ i ge maJ3 SEQ ID Nr. 5, 

welche die ersten 628 Nukleotide der 5' nirht- , • 

Region des Poliovirus Tvn i • u, niC ht-transl a tierten 
des Pn„ u ° X1 ° V:Lrus ^ 1 emschliefit, sowie femer die 5'UTR 
des Enzephalomyocarditis Virus ( EMV) des <<Thei To 

phaloznyelitis virus" ( TMEV) , de f t fl ri ^ 

(FMDV) , des "b ov <« and m ° Uth disea « virus" 

v ; , aes bovine enterovirus" (mrtr\ 

(CBV), des "hnn,™ K- - Xrus (BEV) , des "coxsackie B virus" 

aes human rhinovirus" f HRV \ unH Hi a »k 
lin heavy chain h^H • hUB,an lmm ^oglobu- 

^ cnam binding protein" (BIP> 5'utr r> 
Antennapediae 5'titr h- ~ ' Drosophila 

genetischeHvb H , Dr ° S ° Phila "Itrabithorax 5'UTR oder 

quenzen Erfind *™ ^ -gefuhrten Se- 

yuenzen. Erf indungsgemafl bevorzugt ist die tpfc „„ e 

TYP 1 gemafl SEQ ID Nr. 5. S Poli ° vi ^s 
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Gegenstand der Erfindung sind ferner rekombinante DNA Vektoren, 
welche die erf indungsgema/ie Expressionseinheit enthalten. Ein 
erf indungsgemafi bevorzugter Vektor ist in Figur 4B und dessen 
Herstellung in den Figuren 1 bis 3 dargestellt. 



Die Erfindung schlieflt ferner Wirtszellen ein, welche SSugerzel- 
len sind und mit einem Vektor transformiert sind, der die erfin- 
dungsgemeliie Expressionseinheit tragt. Vorzugsweise handelt es 
sich urn CHO- oder BHK- Zellen, wobei letztere besonders bevorzugt 
10 sind. Eine erf indungsgemSfi trans formierte BHK-Zelle wurde unter 
der Bezeichnung 91-21-4D am 11. 8. 1992 bei der Deutschen Samm- 
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) hinterlegt. 
Ihr wurde die Hinterlegungsnummer DSM ACC2045 zugeteilt. 

15 Die Erfindung schliefit dariiber hinaus Verfahren zur Herstellung 
von heterodimerem rPDGF-AB ein, in deren Verlauf Saugerzellen 
als Wirtszellen, welche die erf indungsgem&Jie Expressionseinheit 
operativ insertiert enthalten, in einem geeigneten Medium kulti- 
viert werden und das so erzeugte rPDGF-AB von den Zellen und dem 

20 Medium abgetrennt wird. Als Medium kommen alle bekannten Medien 
zum Kultivieren von Saugerzellen in Betracht, einschliefilich 
synthetischer , proteinf reier oder proteinarmer Produktionsme- 
dien . Erf indungsgemafl wurde DMEM (Dulbecco ' s Modified Eagle 
Medium), angereichert mit 4,5 g/1 Glukose und 5 bis 10 % FCS, 

25 bevorzugt. 

Das rPDGF-AB wird nach herkommlichen Verfahren (vgl. beispiels- 
weise Ostmann et al. 1988) von den Zellen und dem Medium abge- 
trennt. Vorzugsweise wird erf indungsgemSfl ein fiir PDGF-AA ent- 
wickeltes und hoch effizientes Verfahren (Eichner et al., 1989) 
angewendet . 



Gegenstand der Erfindung ist schliefllich heterodimeres rPDGF-AB, 
welches im wesentlichen frei ist von homodimeren Begleitproduk- 
35 ten und welches erhaltlich ist durch Kultivieren der oben be- 
schriebenen, erf indungsgemaflen Wirtszellen. Oberraschenderweise 
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hat es sich gezeigt, da/3 die mit dem erf indungsgemafien Konstrukt 
transformierten Wirtszellen das heterodimere PDGF-AB mit einer 
Rexnheit von 90% und mehr, bezogen auf die Gesamtmenge des ge- 
bxldeten PDGF , sezernieren. Erf indungsgemS/3 bevorzugt ist PDGF- 
5 AB, welches durch Kultivieren von BHK-Zellen, transformiert mit 
dem erfindungsgemailen Konstrukt, beispielsweise derjenigen Zel- 
len, welche unter der Bezeichnung 91-21-4D am 11. 8. 1992 bei 
• der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
(DSM) hxnterlegt wurden (Hinterlegungsnummer DSM ACC2045) zu- 
10 ganglich ist. 

Das erfindungsgemafle rPDGF-AB unterscheidet sich von den bisher 
bekannten rekombinanten PDGF-AB Produkten in erster Linie durch 
semen hohen Reinheitsgrad. Wie eingangs ausgefiihrt, ist bisher 
kern rekombinantes Verfahren beschrieben worden, bei dem 90% und 
mehr des erhaltenen Produktes aus dem Heterodimeren besteht. Da 
dxe vollstandige Abtrennung der Homodimeren von dem Heterodime- 
ren nahezu unmoglich ist, sind die bekannten Produkte zwangs- 
laufxg Gemische aus alien 3 Isoformen. 

20 

Dariiberhinaus haften den bekannten ProduJcten, abhangig von deren 
Herstellung, in mehrfacher Hinsicht Nachteile an. So ist es be- 
^a^o^ heter0l °^ ^expression in Hefezellen, wie in EP 

259 632 oder 288 307 beschrieben, zu Proteinprodukten mit gegen- 

fZ\ hUmanen Pr ° dUkt V6randerten Glykosylierungsmustern 

fuhrt. zudem ist in Hefezellen exprimiertes PDGF-B zumindest 
terlweise unvollstandig prozessiert und/oder proteolytic abge- 
baut (vgl. wo 912/01716). Derartige Produkte weisen somit ein 
verandertes Kohlenhydratmuster auf und sie sind mit proteoly- 
tlSCh6n ^-P-dukten verunreinigt . Zur Vermeidung der vorge- 
nannten Nachteile beschreibt die WO 92/01716 Verfahren zur Her- 
stellung modifizierter PDGF-Ketten, bei denen die Konsensus- 
dZ " Glyk °^ lie -^ Protease sensitiven 

5 ST " * Sind ' Derarti ^ e Modifikationen beeinflussen 

ItTusT bi ° logische des (vgi- WO 



WO 94/05786 PCT/EP93/02295 



- 14 - 



Gemafl einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
wird durch Kultivieren von erf indungsgemafi transformierten BHK- 
Zellen, und insbesondere durch Kultivieren der Wirtszellen 91- 
21-4D rait der Hinterlegungs-Nr • : DSM ACC2045 heterodimeres 
5 rPDGF-AB gewonnen . 

Ferner ist aus der WO 90/08163 die rekombinante Herstellung von 
PDGF-AB in Bakterienzellen , insbesondere in E. coll bekannt, 
welche zwanglaufig zu elnem nicht glykosylierten Produkt fiihrt. 

10 Eine nach diesem Verfahren in E. coll Zellen exprimierte PDGF-B- 
Kette ist jedoch aminoterminal um 12 Aminos&uren verkiirzt. Dar- 
iiberhinaus mu/i das Produkt aus Bakterien In vitro renaturiert 
werden, ein Vorgang, bei dem die korrekte inter- und intramole- 
kulare Bildung der Disulphidbriicken und die korrekte Faltung des 

15 Proteins nicht gewahrleistet ist mit der Folge, dafi die immuno- 
logischen Eigenschaf ten des Produkt s verSndert und die biologi- 
sche Aktivitfit beeinfluBt werden kSnnen. 

Das heterodimere r PDGF-AB gemSJi der Erfindung wird vorzugsweise 
20 zusammen mit pharmazeutisch vertraglichen Hilf s- und Tr&gerstof- 
fen als pharmazeutisches PrSparat, insbesondere fiir die Wundhei- 
lung formuliert. In diesem Zusammenhang kann es als Wirkstoff in 
Pflastem, WundverbSnden und dergleichen enthalten sein. Es ist 
besonders fiir die topische Verabreichung geeignet, es kommen 
25 jedoch auch Applikationen in Betracht, in deren Verlauf der 
Wirkstoff in die Wunde eingebracht oder subkutan verabreicht 
wird. Beispielsweise kann das PDGF-AB in einer geeigneten Matrix 
mit Depotf unktion im Wundrandbereich subkutan appliziert werden 
oder direkt subkutan injiziert werden, 

30 

Ferner eignet sich das erf indungsgemSfie rPDGF-AB zur Herstellung 
von kosmetischen Praparaten, zum Beispiel zur Hautregeneration, 
zur HautglSttung, zur Verhinderung der Narbenbildung oder der 
Hautalterung sowie zur Anwendung bei Sonnenbrand . 



WO 94/05786 



PCT/EP93/02295 



- 15 - 



10 



Geexgnete Hilfs- und Tragerstoffe schlieBen Cellulose-Gele auf 
wassriger Basis , biolog^sch abbaubare Polymere sowie jegliche 
Salben- und Cremebasis und Sprays ein. Femer k6nnen zusatzliche 
Hirkstoffe, welche die Wundheilung beeinf lussen , wie beispiels- 
wexse Kollagen, Fibronektin, Faktor XIII, Fibroblasten Wachs- 
tumsf aktor ( aFGF , bFGF), Transf ormierender Wachstumsf aktor Typ 
cc oder B, Epidermis Wachstumsf aktor , Insulin oder "Insulin-like 
Growth Factor" (IGF I, II) oder weitere Wachstumsf aktoren in den 
erfindungsgexnaBen Praparaten enthalten sein. Die erf indungsgema- 
Ben Produkte k6nnen beispielsweise auch in Wundverbanden in 
wassriger Losung vorliegen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert: 
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1. Beschreibung der Figruren: 

1) Schematische Darstellung der Herstellung der Basis- 
vektoren pSBC-l und pSBC-2. 

2) Vektor M13BCL1; in der Vektorkarte ist der c-sis (PDGF- 
B) homologe Bereich aus pMVW-2 angegeben . Der Bereich 
des reifen PDGF-B und der Ncol/Sall (SEQ ID Nr. 8 + 9) 
Adapter sind durch schwarze Balken hervorgehoben . 

3) Schematische Darstellung der Rekonstruktion der voll- 
standigen PDGF-B-Vorlauf ersequenz . 

4A +B) Schematische Darstellung der Konstruktion des bici- 
stronischen Vergleichs-Vektors pSBC-A/B (Fig. 4A) und 
des erf indungsgemSflen Expressionsvektors pSBC-PDGF-B/A 
(Fig. 4B) aus den Basisvektoren pSBC-1 und pSBC-2. Die 
Expressionsvektoren pSBC-PDGF-A/B und pSBC-PDGF-B/A 
unterscheiden sich dabei durch die Orient ierung der ko- 
dierenden cDNA-Sequenzen der PDGF-A- und -B-Kette, d.h. 
durch ihre Lokalisierung auf dem Plasmid als in Lese- 
richtung erstes bzw. zweites Cistron. 

Fig. 5) Northern-Blot Analyse transf ormierter BHK-Zellen. Es 
25 wurde die mRNA aus dem Gesamtpool der BHK-Zellen unter- 

sucht, die stabil mit den monocistronischen bzw. bici- 
stronischen PDGF-Expressionskonstrukten transf iziert 
worden waren. ErwartungsgemaJi zeigen die monocistroni- 
schen mRNAs eine Grofle von etwa 1.300 nt, wahrend bei 
30 den bicistronischen mRNAs die GroJie der codierenden 

Sequenzen beider PDGF-Ketten (2.500 Nucleotide) vor- 
. handen ist. Hiermit ist gezeigt, dafi die entsprechenden 
Genprodukte von einer einzigen bicistronischen mRNA 
abgelesen werden. Als Referenz wurde die murine ct-Actin 
35 Probe verwendet [Hinty, A.J. et al . , J. Biol. Chem. 

256 , 1008 - 1014, (1981)]. 
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Fig. 6) Sandwich-ELISA zmn Nachweis von PDGF-AB mit Hilfe eines 

monoklonalen und eines polyklonalen Anti-PDGF-Antikor- 
pers: Eichkurven von PDGF-Standards . 

Polystyrolplatten wurden mit Schaf -Anti-Maus-IgG be- 
schichtet und anschlieflend mit einem Maus-Hybridoma- 
Oberstand (von Klon 1B3, enthalt monoklonale AntikSrper 
gegen die B-Kette in PDGF-AB und -BB) inkubiert; nach 
Inkubation mit verschiedenen PDGF Standards wurde das 
gebundene PDGF mit Hilfe eines polyklonalen Kaninchen- 
Anti-PDGF-AA, gefolgt von Peroxidase-markiertem Anti- 
Kaninchen-IgG nachgewiesen; 
Quelle der PDGF-Standards: 

AB: aus humanen Thrombozyten, von PROMEGA Corp. No G 
5161; 

BB: rekombinant aus Hefe, von PROMEGA Corp. No. G 5191; 
AA: rekombinant aus BHK-Zellen, ca . 70% ls (Eichner et 
al./ 1989). 

Fiir PDGF's aus eukaryontischen Quellen ergibt sich ein 
spezifisches Signal mit PDGF-AB (aus humanen Thrombozy- 
ten) mit einer geringen Kreuzreaktion mit PDGF-BB. 

Fig. 7) Nachweis von PDGF-AB in Kulturiiberstanden von rekombi- 

nanten BHK-Zellen mittels PDGF-AB-ELISA: (Eichkurven 
von Standards s. Fig. 6). Die dargestellten Proben 
stammten von. BHK-Zellen, die mit folgenden Vektorkon- 
strukten transfiziert worden waren: 

Probe: Nr.l: pSBC-A/B, 
Nr. 2: pSBC-B/A, 

pSBC-2-PDGF-A +pSBC-2-PDGF-B, 
pSBC-2-PDGF-A, . 
pSBC-2-PDGF-B, 
pSBC-2-Kontrolle 



Nr. 3 
Nr .4 
Nr. 5 
Nr. 6 
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Fig. 8) Analyse von gereinigtem rPDGF iiber . SDS-PAGE . Die Proben 

wurden auf einem 13,5%igen Polyacrylamidgel in der 
Gegenwart von SDS aufgetrennt und anschliefiend mit 
Coomassieblau gef firbt . 



10 



1, 6, 11 




LMW (PHARMACIA) [14400, 20100, 30000, 
43000, 67000, 94000 D] 


2 




pSBC-B/A 


3 




pSBC-2-PDGF-A + pSBC-2-PDGF-B 


4 




pSBC-A/B 


5 




pSBC-2-PDGF-A 


7-10 




gleiche Auf tragsreihenf olge wie 2-5, un- 
ter Zugabe von jeweils 10% (v/v) fl-Mer- 
captoethanol (10 min, 95°G) 



15 

Die Analyse der gereinigten Sekretionsprodukte iiber SDS-PAGE 
korreliert mit den Ergebnissen aus der Analyse der Kultur- 
iiberstande (Tab, 2). Insbesondere an den unter reduzierenden 
Bedingungen auf tretenden Banden der PDGF-Monomere kann man 
20 gut: erkennen, da/3 Transf ektionszellpools der Konstellation 

pSBC-2PDGF-A + pSBC-2-PDGF-B (Cotransfer) und pSBC-A/B 
(PDGF-A-Kette im ersten Cistron) iiberwiegend PDGF-AA-Homodi- 
mere sekretieren . 

25 Das aus pSBC-B/A-Kulturiiberstanden isolierbare PDGF bandiert 

gegeniiber dem als Referenz auf getragenen PDGF-AA bei einem 
geringfiigig niedrigeren Molekulargewicht . Unter reduzieren- 
den Bedingungen lassen sich beide Monomere zu etwa gleichen 
Teilen nachweisen. Die oberen Banden korrespondieren mit den 

30 Monomer-Banden der PDGF-A-Kette. Fur rekombinantes PDGF— AA 

aus BHK-Zellen wurde bereits gezeigt, dafi dieses Material zu 
etwa gleichen Anteilen aus der vollstandigen PDGF-A-Kette, 
sowie einer C-terminal verkiirzten Spezies besteht (Eichner 
et al. , 1989) . 
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Die monomeren PDGF-A-Ketten bandieren bei einer von etwa 
17 KD. Darunter bandiert die PDGF-B-Kette (M, 16 KD), die 
bei dem aus pSBC-B/A-OberstMnden isolierten Material eben- 
falls in einer verkiirzten Form auftritt. Die Subspezies 
beider Ketten wurden gemeinsam durch Proteinseguenzanalyse 
analysiert und eindeutig als PDGF-A und PDGF-B identifi- 
ziert. Molekulargewichtsunterschiede fiir PDGF-B sind daher, 
genau wie bei PDGF-A, mfiglicherweise auf C-terminale Verkiir- 
zungen oder veranderte Glycosylierungsmuster zuriickzuf iihren . 
PDGF aus ttberstanden von pSBC-B/A besteht demnach zu etwa 
gleichen Teilen aus PDGF-A und PDGF-B-Ketten . 

Das als Referenz auf getragene , ebenfalls in BHK-Zellen 
exprimierte PDGF-AA ist nicht glykosyliert (Eichner et al . , 
1989), wahrend in CHO-Zellen exprimiertes PDGF einen Kohlen- 
hydratanteil von etwa 7% enthalt (Kolvenbach et al . , 1991). 
Die PDGF-A-Monomere sowohl aus dem PDGF-AA-Homodimer als 
auch aus dem AB-Heterodimer stimmen in ihrem Lauf verhalten 
in der SDS-PAGE gut iiberein . 
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2, KxpreBBion von FDGF-AB Heterodimer mit Hilfe dee bicistroni- 

schen Vektorsystems 

on 

2.1 Herstelluna der Basisvektoren pSBC-1 und pSBC -2 (Fig. 11 

5 

Fiir die Konstruktion des Vektors pSBC-1 wurde ein 6 27 bp 
Msel/Ball-Fragment aus dem Plasmid pGEM3-5' Polio (M) ( Sar- 
now, 1989) als Matrize fiir eine PCR mit folgenden Primern 



10 



verwendet : 



5'-Poliol 5 TTT CTGCAG AAGCTT AAAACAGCTCTGGGG 3 * 

PstI Hindlll 

(SEQ ID Nr. 13) 

15 3'-Polio2 V TT GCGGCCGC AATCCAATTCGCTTTATG 3 ' 

NotI 

(SEQ ID Nr. 14) 

Das nach der Amplif ikation erhaltene 652 bp Fragment wurde 
mit Pol I K behandelt, anschliefiend mit PstI gespalten und 
20 in den entsprechend praparierten Vektor pBEH (Artelt et al., 

19 8 8) insertiert . 

Fiir die Konstruktion des Vektors pSBC-2 wurde das Plasmid 
pBEH mit Eco RI linearisiert und die folgenden Oligonukleo- 
25 tidsequenzen hybridisiert und insertiert: 

E-N-El V AATT GCGGCCGC G 3 ' (SEQ ID Nr. 15) 

E-N-E2 3 * CGCCGGCG CTTAA 5 ' (SEQ ID Nr. 16) 

30 2.2 Rekonstitution der vollstSndigen PDGF-B-VorlSuf erseguenz 

Das Plasmid pMVW-2 enth&lt die cDNA des humanen PDGF-B Gens, 
welches im 5 ' -trans latierten Bereich der VorlSuf ersequenz 
unvollstandig 1st (Weich et al., 1986). Fiir die Rekonstitu- 
35 tion des authentischen PDGF-B precursors wurde in den 5 ' - 

terminalen Bereich des Vorlaufers durch einen C-T-Austausch 
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in Position 30 des codogenen Abschnittes des Klons pMVW-2 
eine Bcll-Schnittstelle eingefiihrt. Durch diesen Schritt 
geht letzlich nur ein kurzer Abschnitt des kodierenden Be- 
rexches verloren und die lokal codierte Aminosaure (Aspara- 
ginsaure) bleibt dabei erhalten. Da die Bcll-Schnittstelle 
xn den meisten E. coii-Stiimmen durch Methylierung resistent 
gegenuber enzymatischer Spaltung 1st, mufi das diese Schnitt- 
stelle enthaltene Fragment entweder in einen dam'-Stamm um- 
klonxert, oder iiber einen PCR-Schritt amplifiziert werden 
Der fehlende Bereich des Vorlaufers wird dann als syntheti- 
sches Sall/Bcll-Fragment [Oligomere PPDGFB1 und PPDGFB2 (SEQ 
ID Nr. 11 + 12)] eingesetzt. 

Hierfiir wurde zunachst das 914 bp BamHI / Nco I -Fragment aus 
PMVW-2 uber einen synthetischen Adapter [Oligomere NCCLSA1 
und NCCLSA2 (SEQ ID Nr. 8 + 9)] in den BamHI/Sall-gespal- 
tenen Bakteriophagen M13mpl9 (Pharmacia) insertiert . Dieses 
Konstrukt lieferte die notwendige Einzelstrang-DNA fur den 
nachgeschalteten in vitro Mutageneseschritt , der mit Hilfe 
des Oligomer-directed in vitro mutagenesis system (Version 
2) der Fa. Amersham, basierend auf der Methode von Eckstein 
et al. [Taylor J. w. , Ott J. and Eckstein F. (1985) Nucl 
Adds Res. 13,. 8764-8785; Nakamaye K. and Eckstein F. (1986) 
Nucl. Acids Res. 14, 9679-9698; Sayers J. R. , Schmidt W. and 
Eckstein F. (1988) Nucl. Acids Res. 16, 791-802] durchge- 
ruhrt wurde. Durch den synthetischen Primer [ PDGBBCL (SEQ ID 
Nr. 10)] wird nach der Mutagenese ein Basenaustausch (C zu 
T) in Position 144 der unter SEQ ID Nr. 3 dargestellten Se- 
quenz erreicht und dadurch im 5 ' -Bereich des PDGF-B precur- 
sors eine Bcll-Schnittstelle eingefiihrt. Dieses Mutagenese- 
denvat wurde als M13BCL1 bezeichnet (Fig. 2). 

Ein 1100 bp Fragment aus M13BCL1 wurde Uber einen PCR- 
Schritt mit Hilfe der Primer M1317MER und M1324MER (SEQ ID 
Nr. 6 + 7) amplifiziert, anschlieflend einer Bcll/Hindlll- 
Restriktion unterworfen und das resultierende 770 bp Frag- 
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ment isoliert. Die synthetischen Oligomers PPDGFB1 und 
PPDGFB2 (SEQ ID Nr. 11+12) bilden den fehlenden 5'-Bereich 
des PDGF-B-VorlSuf ers bis zur Bcll-Schnittstelle . Nach dem 
Annealing wurde dieses doppelstrSngige Oligomer anschlie- 
flend, zusammen mit dem 77 0 bp PDGF-B Fragment, in den mit 
einer Sail /Hindi I I Restriktion vorbereiteten Vektor pGEM-2 
(Promega) ligiert (Fig. 3). Die authentische Sequenz von 
PDGF-B wurde durch vollstSndige Sequenzierung verif iziert . 

2 . 3 Konstruktion der bicistronischen Expressionsvektoren pSBC- 
PDGF-A/B und pSBC-PDGF-B/A fur die PDGF-A- und B-Kette (Fig. 
4A und B^ 

Die vollstSndige codierende cDNA fiir den PDGF-B precursor 
(Ratner et al. f 19 85) liegt in dem Vektor pGEM 2 - P DGF - B vor, 
wie unter 1.2 beschrieben. Die vollstSndige cDNA-Sequenz der 
kurzen Variants der PDGF-A-Kette (Betsholtz et. al. f 1986) 
ist im Expressionsvektor pODA (Eichner et: al., 1989) enthal- 
ten. Dieser Vektor wurde erhalten durch Klonierung des Rsal- 
Fragments aus pPGF-1 (Hoppe et al., 1987 ) in den SV-40 Ex- 
pressionsvektor pBEH (Artelt et al., 1988). 

Die kodierenden cDNA-Sequenzen der PDGF-A- und -B-Kette 
wurden unter Verwendung von EcoRI/Hindlll Restriktionen in 
25 die monocistronischen Vektoren pSBC-1 und -2 insertiert 

(Abb. 4). Die Fusion beider Vektoren zu einer bicistroni- 
schen Expressionseinheit wurde mit Hilfe der Restriktions- 
enzyme Xmnl/NotI durchgef iihrt . 

30 2.4 Herstelluna trans formierter BHK-Zellen 

Die Transfektion der mono- und bicistronischen Expressions- 
vektoren, die die codierenden Sequenzen der A- und B-Kette 
von PDGF tragen (vgl. Fig.l, 4A+B) wurde mit der Calcium- 
35 phosphat-Prazipitationstechnik in BHK-Zellen durchgef iihrt 

(Wigler et al . , 1979; Graham & van der Eb, 1973). Einen Tag 
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0 



0 



vor der Transfektion wurden 2-3 x 10 5 BHK-Zellen/24 cm 1 in 
neue Kulturf laschen umgesetzt . Vier Stunden vor der Trans- 
fektion wurde ein Medienwechsel mit DME-Medium durchgef iihrt . 
5 ug der o. g. Plasmid-DNA zusammen mit 0,5 ug der Selek- 
tionsplasmide pAG60 und pSVpac (Colbere-Garapin, 1981; Vara 
et al., 1986), welche fur ein Neomycinresistenzgen bzw. fur 
eine Puromycin-Resistenz kodieren, in 250 ul 250 mM CaCl 2 
suspendiert. Die L6sung wurde langsam unter standiger Ver- 
wirbelung durch steril eingeblasene Luft zu 250 ul 2 x 
HEPES-Puffer (280 mM NaCl; 50 mM HEPES; 1,5 mM NaH 2 P0< P H 
7,1) gegeben und und das erhaltene Prazipitat dem Nahrmedium 
zugesetzt. Zwei Tage nach der Transfektion wurde durch Me- 
dienwechsel von DME- auf Doppelselektionsmedium (5 ug/ml 
Puromycin; 500 ug/ml G418, wirth et al . , 1988) die Selektion 
auf stabil transfizierte Zellen begonnen und eine Population 
von PDGF sekxetierenden Zellklonen erhalten. Ein reprasenta- 
tives Klongemisch dieser Zellen wurde bei der DSM am 11. 8. 
1992 unter der Nummer DSM ACC2045 hinterlegt . 

2 - 5 Northern Blot Analyse 

Polyadenylierte RNA aus transf ormierten BHK-Zellen wurde 
nach Purchio et al . , (i 97 9) isoliert, iiber ein l%iges 
Agarose-Formaldehydgel f raktioniert (Lehrach et al . , 1977), 
auf eine Nylonmembran geblottet und mit [ 32 P ] -markierten 
PDGF-A- und -B-Ketten spezifischen Sonden hybridisiert (Fia 
5), 

2 ' 6 Pewinnun q kon dit i onierter ZellkuT t-.nriiberstMnri^ 

Die Transformation der BHK-Zellen erfolgte analog 2.4. Nach 
dem Auszahlen der Kolonien wurden die Zellen abtrypsini- 
siert, in frischem Selektionsmedium aufgenommen und auf eine 
Zellzahl von 10 3 Zellen/ml eingestellt. Je 10 ml dieser 
Zellsuspension wurden in eine Flasche mit 65 cm 2 Bodenf lHche 
iiberfiihrt und fiir weitere 4 8 h kultiviert. Danach wurde das 
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Medium entfemt und durch 10 ml Produktionsmedium (DMEM, 
ohne Serum und Selektions-Antibiotoka ) ersetzt. Nach 24 h 
wurde das Medium abgenommen und durch serumhaltiges Selek- 
tionsmedium ersetzt. Die geemteten OberstSnde wurden bis 
5 zur Analyse bei -20 °C gelagert. Zum Zeitpunkt der Ernte 

betrug die Zellzahl/Flasche 0.8-1.2xl0 7 . 

2 . 7 Nachweis von PDGF in den KulturiiberstSnden mit Hilfe des 
Kitooentests 

10 

Die Messung der Stimulierung der DNA-Syntheserate von dich- 
tearretierten Fibroblasten erlaubt eine Bestimmung der 
mitogenen AktivitSt des PDGF, Eine Unterscheidung zwischen 
den Isoformen ist dabei nicht mOglich. 

15 

Der Assay wurde gem&13 Shipley et al . (1984) mit AKR-2B-Maus- 
fibroblasten in 24-Well-Platten durchgef tthrt ♦ Reines PDGF 
zeigt in dem Test: eine halbraaximale Stimulierung bei einer 
Konzentration von etwa 5 ng/ml . Dieser Wert wurde benutzt, 
20 um Produktivitaten zu bestimmen. Die Ergebnisse aus dem 

Mitogentest sind in Fig. 7 den Werten aus dem PDGF-AB-ELISA 
gegeniibergestellt . 

2 . 8 Nachweis von PDGF-AB Heterodimer in den Kulturiiberstanden 
25 mit Hilfe eines spezifischen PDGF— AB ELISA's 

* • 

Es wurde ein 'two-antibody sandwich assay' aufgebaut, der 
eine spezifische Quantif izierung von PDGF-AB neben PDGF-AA 
und -BB erlaubt. 

30 

Sandwich-Assay mit Hilfe eines monoklonalen und eines poly- 
klonalen Anti -PDGF- Ant ikorper s : 



Polystyrolplatten mit 96 KavitSten (Fa, Dynatech, U-Platte, 
No, M124B) werden in folgender Reihenfolge beschichtet 



WO 94/05786 PCT/EP93/02295 



- 25 - 



15 



(zwischen jedem Schritt jeweils 4 x Waschen mit PBS mit 
0,05% Tween 20) : 

1) Schaf-Anti-Maus-IgG (Fa. Boehringer Mannheim, Nr. 1097 
105), 3 ng/ml. 



2) 



10 3) 



4) 



20 5) 



6) 

25 



1% BSA (Fa. E. Merck, Nr. 12018) in PBS, pH 7,5, 100 nl 
fiir 1 h bei R.T. 

Maus-Hybridoma-t)berstand von Klon 1B3 (erhalten durch 
Fusion von SP2/0-Myelomzellen mit Milzzellen von Mau- 
sen, die mit rekomb. PDGF-AB (aus E. coll gema/3 Hoppe 
et al. (1990) immunisiert worden waren], 2 ug/ml 
IgG2a/ml. Der monoklonale Antikorper bindet spezifisch 
an der B-Kette von PDGF-Dimeren . 

PDGF-haltige Losungen, verdiinnt in PBS mit 0,1 % BSA 
und 0,05 % Tween 20 ( PBS+ ) , 50 nl fiir 1 h bei R.T. 

Polyklonales Kaninchen-Anti-PDGF-AA-IgG (Fa. Genzyme, 
No. ZP-214, bindet an der A-Kette von dimerem PDGF), 2 
|ig/ml in PBS+ , 50 nl fiir 1 h bei R.T. 

-POD-markiertes Ziege-Anti-Kaninchen Ig G (Fa. Pierce, 
No. 31460), 0,1 ug/ml in PBS+ , 50 ul.fur 1 h bei R.T.,' 
Detektion mit dem Substrat Tetramethylbenzidin gemafi 
E.S. BOS et al. (J . Immunoassay 2. (1981), 187-204). 



2-8.1 Eraebnis.sfq ; 

30 



In der Abbildung 7 sind die Resultate von drei unter- 
schiedlichen Analysen fiir PDGF aus Kulturiiberstanden 
rekombinanter BHK-Zellen dargestellt. 



35 



Der Mitogentest lief ert einen brauchbaren Wert fiir die 
Gesamtmenge des in den Kulturiiberstanden vorhandenen 
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10 



15 



rPDGF, ohne zwischen den verschiedenen Isoformen 
(PDGF-AA, AB oder BB) dif f erenzieren zu k6nnen. 

Der spezifische Anteil an heterodimerem PDGF-AB kann 
mit ausreichend hoher Genauigkeit durch den PDGF-AB- 
spezifischen ELISA bestimmt werden. Aus der Differenz 
dieser Analyse zuro Ergebnis des Mitogeritests kann der 
prozentuale Anteil von PDGF-Homodimeren rechnerisch 
ermittelt werden (Tabelle 1). 

Das Ergebnis des ELISA' s zeigt, daii nur in Kulturiiber- 
st&nden von transf izierten Zellinien des Typs pSBC- 
PDGF-B/A die meflbare biologische AktivitSt im Mitogen- 
test mit hohen PDGF-AB-Werten korreliert. 

2 . 9 Reinigung des sekretierten PDGF-AB 



Fur die Reinigung der Sekretionsprodukte aus 1,5 - 2,5 
Litem konditionierter Kulturiiberstande der unterschiedli- 

20 chen Transf ektions-Zellpools wurde ein fiir die Reinigung von 

rPDGF-AA aus Zellkulturiiberstanden entwickeltes Verfahren 
angewendet (Eichner et al . , 1989), Das nach dem HPLC-Schritt 
hoch- oder teilgereinigte PDGF wurde auf einem Polyacryla- 
midgel nach Laemmli (1970) in der Gegenwart von SDS aufge- 

25 trennt und nach anschliefiender Coomassieblauf Srbung analy- 

siert (Fig* 8 ) . 

2,10 Antinoterminale Seguenzierung von PDGF-Polypeptiden 

30 Durch Proteinsequenzanalyse sollten beide PDGF-Ketten 

eindeutig identif iziert werden urn auszuschliefien, dafi hier 
verkiirzte, prozessierte Formen nur einer PDGF-Kette vorlie- 
gen (s. Fig, 8). 



35 



Die automatische Sequenzanalyse wurde am Modell 477A (Ap- 
plied Biosystems) mit dem Zyklus BL0TT1 durchgef iihrt . Die 
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te auf dem online gekoppelten 120A PTH-Analyser. 

Me D1 s,l fUbc6cta der Probe „ erden DitWothr 
reduzxer, und mi t 4-Vi„ ylpyri din al k yl ie «. sie „lrd a u£ 
^ h ° r "°"*^" SDS-Elektrophorese-Gel „ a =„ Schagger und 
von Jagow, „od i£ i 2 i ert „ie beschrieben (Westerner e t aT 

wLd » f'- " KB Biotech "°^Si-) g*«enn t . Die Probe 

ILeVd PVDF - Memb — Applied Blosyste^, mit 

stele- nttnUierliChen Pu "«^te ra -1. beschrieben <W 6 - 
11171 " SDRE -0", Pharmacia lkb Biotechnologie , 

geblottet und »i t lassie Brillant Blau R250 gefarbt Dle 
be,den Doppelbanden bei 17 und 16 KD warden auIgeschni.L 
und zusanunen sequenziert. ten 

Nach den Ergebnissen der Prot«M t,h« c - • 

Probe analysiert Es v / r ° teinbestlmmun 9 wurden 10 pg 
derPDGF * ! ^ N - ter ^nalen AnUnosauren 

sen h " PDGF-B-Kette in gleicher Ausbeute nachgewie- 
sen werden (Tabelle ->\ m q k~ y wie 

tiert. (la£>elle 2 )- Nebensequenzen wurden nicht detek- 
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Tabelle 2 

Aminosaurensequenzanalyse der PDGF-A- und PDGF-B-Kette 

PDGF-A pnr^ d 
Zyklus code Ausbeute Ausbeute 
LBmolJ (pmol^ 

1 Ser 101,1* Ser 

lie 75,7 Leu 89 ^ 

Glu 58,8 ciy 



Glu 67,2 
Ala 55,7 



10 
11 

12 Thr 23,5 

13 Arg 30,3 
!4 Thr 



Arg 29,0 



22 

23 Gin 



82, 0 
Ser 4 2,9 

Leu 70,2 



8 ' 1 Phe 



59,4 
65,4 



b Val 61,0 Thr 

7 p ro 45,9 Iie 

8 Ala 104,6* A! a 

Val 46,8 Glu 49 9 

CyS 40 > 5 Pro 31 ' 8 

^ yS 24 ^ Ala 34,' 6 

Met 16,5 

He 25,2 

24,7 Ala 29,2 

15 v al 17 5 

1C ■ L/,:3 Glu 28,6 

lie 27 5 o 

Cys 23,2 

Tyr 16 4 t 

' Lys ii 2 

18 Glu 20 9 mw 

' Thr 13,4 

He 24 R * 

Arg 20,9 

° Pro 17,1 Thr 

21 - 



Glu 16,7 
Val 19,8 



10,2 



Ausbeute aus beiden Ketten 
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Abkiixzungen : 



BHK 




Hamsterzellinie (Baby Hamster Kidney) 


bD 




Basenpaar f e ) 


run 




Hnmc;tpr7ellinie ( Chinese Hamster Ovarv^ 


RCA 




R i nri f^T* c 5f=»T , viiTia 1 bumin 


D 




Dalton 


DMEM 




Dulbecco's Modified Eagle Medium 


ELISA 




enzvme-linked immunosorbent: assav 


HEPES 




4 — f 2— Hvdroxvl ^ — 1 — DiDerazinethansulf onsaure 


HPLC 




Hochdruckf liis siokeitschrorriatocrraDhie 


IgG 




Immunglobulin der Klasse G 


IRES 




internal ribosomal entry site 


n t* 
11 L> 




INillJV lcU LJ.U V / 


PAGE 




Polyacrylamid-Gelelektrophorese 


PBS 




phosphatgepuf f erte Kochsalzlosung 


PCR 




Polymerase Kettenreaktion 


PDGF 




Wachstumsf aktor aus Thrombozyten 


POD 




Peroxidase 


PVDF 




Polyvinylidenf luorid 


SDS 




Natriumdodecylsulf at 


UTR 




nicht translatierte Region 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 



(i) ANMELDER : 

(A) NAME: Beiersdorf AG 

(B) STRASSE: Unnastr. 48 

(C) ORT: Hamburg 

£^ T v5 imde8ra P ubl±k Deutschland 
(F) POSTLEITZAHL : 20245 

(A) NAME: GBF - Gesellschaft fuer Biotechnologische 

Forschung mbH e 

(B) STRASSEt Mascheroder Weg 1 

(C) ORT: Braunschweig 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 38124 

(ii) ANMELDETITEL: Herstellung von heterodimerem PDGF-AB ait 

Hilfe eines bicistronischen Vektorsystems in sJJuS«ellen 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 

(iv) COMPUTER- LES BARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

S0F ™ARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) " 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 748 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsllure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRtJNGLlCHE HERKUNFT- 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(B) CLON: pODA (Eichner et ah, 1989) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLttSSEL : CDS 

(B) LAGE: 95. .682 

(», Jg-«t. -P^-A V„ rl . eufer „ qlleni 

Restriktionsschnittstellen" -Hindlll 
/citation- ([2]) 

(ix) MERKMALE: 

NAME/SCHLttSSEL: mat peptide 
(B) LAGE: 353.. 682 P 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product- "mature PDGF-A Kette" 
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(x) ver5ffentlichungsinformation : 

(A) AUTOREN: Eichner t: W. 

Jaeger, V. 
Herbst, D. 
Hauser, H. 
Hoppe, J. 

(C) ZEITSCHRIFT: Eur. J. Biochem. 

(D) BAND: 185 

(F) SEITEN: 135-140 

(G) DATUM: 1989 

(x) VER&FFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(A) AUTOREN: Hoppe, J. 

Schumacher, L. 
Eichner, W. 
Weich, H . A, 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 223 

(F) SEITEN: 243-246 

(G) DATUM: 1987 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GAATTCCCAC TGAATTTCGC CGCCACAGGA GACCGGCTGG AGCGCCCGCC CCGCGCCTCG 60 

CCTCTCCTCC GAGCAGCCAG CGCCTCGGGA CGCG ATG AGG ACC TTG GCT TGC 112 

Met Arg Thr Leu Ala Cys 
-86 -85 

CTG CTG CTC CTC GGC TGC GGA TAC CTC GCC CAT GTT CTG GCC GAG GAA 160 
Leu Leu Leu Leu Gly Cye Gly Tyr Leu Ala His Val Leu AJLa Glu Glu 
-80 -75 -70 -65 

GCC GAG ATC CCC CGC GAG GTG ATC GAG AGG CTG GCC CGC AGT CAG ATC 208 
Ala Glu He Pro Arg Glu Val He Glu Arg Leu Ala Arg Ser Gin He 

-60 -55 -50 

CAC AGC ATC CGG GAC * CTC CAG CGA CTC CTG GAG ATA GAC TCC GTA GGG 256 
His Ser He Arg Asp Leu Gin Arg Leu Leu Glu He Asp Ser Val Gly 

-45 -40 -35 

AGT GAG GAT TCT TTG GAC ACC AGC CTG AGA GCT CAC GGG GTC CAC GCC 304 
Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg Ala His Gly Val His Ala 
-30 -25 -20 

ACT AAG CAT GTG CCC GAG AAG CGG CCC CTG CCC ATT CGG AGG AAG AGA 352 
Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu Pro He Arg Arg Lys Arg 
-15 -10 -5 

AGC ATC GAG GAA GCT GTC CCC GCT GTC TGC AAG ACC AGG ACG GTC ATT 400 
Ser He Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys Lys Thr Arg Thr Val He 
15 10 15 

TAC GAG ATT CCT CGG AGT CAG GTC GAC CCC ACG TCC GCC AAC TTC CTG 448 
Tyr Glu He Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro Thr Ser Ala Asn Phe Leu 

20 25 30 

ATC TGG CCC CCG TGC GTG GAG GTG AAA CGC TGC ACC GGC TGC TGC AAC 4 96 

He Trp.Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg Cys Thr Gly Cys Cys Asn 
35 40 45 

ACG AGC AGT GTC AAG TGC CAG CCC TCC CGC GTC CAC CAC CGC AGC GTC 544 
Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg Val His His Arg Ser Val 
50 55 60 
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AAG GTG GCC AAG GTG GAA tap r-rr */-/■« . .„ 

Lys Val Ala Lys Val Git Tyr V*5 fro ^ ^ £° A ^ TTA ^ GAA - 
65 7 70 Tyr Val Ar S L y s Lys Pro Lys Leu Lys Glu 



75 80 



?S §£ 55 Su SS g! X lit gJS c ~ Sg - « - 



90 95 



is as ^ s a; £ s; a; ss - s „ ; SJ? «, 



105 no 



TGAGGATGAG CCGCAGCCCT TTCCTGGGAC ATGGATGTGG GGATCCGTCG ACCTGCAGCC 
AAGCTT 



592 



64 0 



682 



742 
748 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

U) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 196 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG : SEQ ID NO: 2: 
Ts -If L6U Ala <*• L 8 - Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala 

His Val Leu Ala Glu Glu Ala Glu lie Pro Arg Glu Val lie Glu Arg 
Leu Ala Arg Ser Gin lie His S er lle A Asp Leu Gln Afg ^ ^ 



" 45 -40 



Olu lie Asp f er Val Gly Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg 

-30 -25 



Ala OXj v.l „. Al. Thr ^ Hi , v al Pro clu Lys Arg p „ ^ 

~ ±:> -10 



Pro lie Arg Arg Lys Arg Ser He Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys 



5 10 



>*. Thr Are Thc v .i „. Iyt Glu ne v ^ ^ 

Z0 25 



Ser AL ^ Phe Leu Ile Trp p „ pr<> ^ ^ ^ ^ ^ 



0 7S Thr Clj Cys c ys A „ Ihc s „ Lys 

^ ^3 



Val His His Arg Ser Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys 
Lys Pro Lys Leu Lys Glu Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu 



85 9Q 
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Cys Ala Cys Ala Thr Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp 

J ' 95 100 • LUJ 



Thr Asp Val Arg 

110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CELARA3CTERISTIKA : 

(A) LANGE: 868 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pMVW-2 (Welch et al . , 1986) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE: 40. .762 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "PDGF-B 

Vorlaeuf ersequenz" _ 
/note- "humanes PDGF-B Gen aus pGEM2-PDGF-B , 
flankiert von 5 f -EcoRI und 3 1 -Hindlll 
Restriktionsschnittstellen* 

(ix) MERKMALE i . 

(A) NAME/SCHLtiSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 283.. 609 _ 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "mature PDGF-B Kettie 

(x) VERtiFFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Welch, H. A. 

Sebald, W. 
Schairer, H. U. 
Hoppe f U. 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 198 

(F) SEITEN: 344-348 

(G) DATUM: 1986 

(xi) SEQUENZ BE SCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGAGC TCGCCCGGGG ATCCTCTAGA GTCGACACC ATG AAT CGC TGC TGG 54 

Met Asn Arg Cys Trp 
-81 -80 

GCG CTC TTC CTG TCT CTC TGC TGC TAC CTG CGT CTG GTC AGC GCC GAG 102 
Ala Leu- Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg Leu Val Ser Ala Glu 
-75 -70 -65 

GGG GAC CCC ATT CCC GAG GAG CTT TAT GAG ATG CTG AGT GAT CAC TCG 150 
Gly Asp Pro He Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met Leu Ser Asp His Ser 
-60 -55 -50 -4 3 
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iS 2S 2S E 2| 2£ 2S Si S 2S 2S His 25 £ S? 

as ai q sg as s as qs ^ as s ss s as s 

-20 _ 15 



GGA GGC GAG CTG GAG AGC TTC PPT ppt no a aoa 

«t oi, «i. L8U Qlu jss SS SI SS £J Arg i£ JSS 2S SJ SS 

25 "S ill 51 C J° f% SS SI? S 2f ?f » E «° «° «c A cc 

5 10 Cys Thr Ar 8 Thr 



15 20 



a: ss lit a: ffl s - * a - - « s ^ « 



30 35 



S S 55 ^ S S £ SI? S! S SS s ~ » go » 

45 50 



5s as 2s as ss as ^ ss sss «ss as ss as s ssj 

S SIi SiS "t ^ £S £ SIS ill 51? SS £ - - } « m 
ijl E 2S E SS i£ 2; Giu StS fSS 2S 2i SS £S gl gJS 



95 100 



Tte $5 2? 2?I 2£ JCC CGA AGC CCG GGG GGT TCC CAG 

105 8 1 Thr A fS Ser Pro Gly Gly Ser Gin 



no 115 



K 8S Si S * £ g- 8K £ «- - « « « g « 
2i S3 2J 2! S SS 2? Sj {- ffi S3 # S £ SS £ 

ij & ig s ss ^ m & ~ s -Lc„c 



155 160 



GGCAGGAGAG TGTGTGGGCA GGGTTATTTA ATATGGTATT TGCTGTATTG CCCCCATGGC 
CCAATCGATC CCGTCGACCT GCAGGCATGC AAGCTT 



198 



246 



294 



342 



390 



438 



486 



534 



582 



630 



678 



726 



772 



832 
868 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: .241 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear - 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 

Met Asn Arg Cys Trp Ala Leu Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg 
-81 -80 -75 

Leu Val Ser Ala Glu Gly Asp Pro lie Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met 
_65 -60 " 55 

Leu Ser Aep His Ser He Arg Ser Phe Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu 

-45 -4° 

His Gly Asp Pro Gly Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met 

— 3 0 

Thr Arg Ser His Ser Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg 
-15 -10 " 3 

Arg Ser Leu Gly Ser Leu Thr He Ala Glu Pro Ala Met He Ala Glu 

1 5 10 

Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu lie Ser Arg Arg Leu lie Asp 

Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin 

35 40 1,3 

Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr 
SO 55 60 

Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin Val Arg Lys lie Glu He Val Arg 
65 70 75 

Lys Lys Pro He Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu 

Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser 

100 1° 5 110 

Pro Gly Gly Ser Gin Glu Gin Arg Ala Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val 

115 120 125 

Thr lie Arg Thr Val Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg 
130 135 1*0 

Lys Phe Lys His Thr His Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly 
145 150 155 



Ala 
160 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARACTERISTIC • 

(A) LANGE: 628 Basenpaare 

(B) ART : NukleinsBure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(vi) URSPRtfNGLICHE HERJCUNFT * 

(A) ORGANISMUS: Polices Typ 1 (Mahoney stra±n) 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT : 

(B) CLON: pGEMS-S'Poiio CM) f4708 hr^ ,o 

t^'OQ bp), (Sarnow, 1989) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLt)SSEL : - 

(B) LAGE: 1. .628 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note- » fl K oa Mi. 

Poliovirus Ty p n "V^:;^J? tierten Re S^n des 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: - 

(B) LAGE: 610 



(D) SONSTIGE ANGABEN : /note- "t,<^^ 

auf Grand elSir B«Jnpa«2h«£ h ^ tl8che Se 9 uenz 
an der Position !io? npaarsubst ""tion von C nach G 

(x) VERBfFENTLICHUNGSINFORMATION- 
A AUTOREN : Sarnow, P. 

(C) ZEITSCHRIFT: J. Virol 

(D) BAND: 63 X ' 



(F) SEITEN: 467-470 

(G) DATUM: 1989 



Cxi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 



TACCCACCCC 


AGAGGCCCAC 


GTGGCGGCTA 


GTACTCCGGT 


60 


CTGTTTTATA 


CTCCCTTCCC 


GTAACTTAGA 


CGCACAAAAC 


120 


ACAAACCAGT 


ACCACCACGA 


ACAAGCACTT 


CTGTTTCCCC 


180 


TTGCGTGGTT 


GAAAGCGACG 


GATCCGTTAT 


CCGCTTATGT 


240 


ACCTCGGAAT 


CTTCGATGCG 


TTGCGCTCAG 


CACTCAACCC 


300 


TGAGTCTGGA 


CATCCCTCAC 


CGGTGACGGT 


GGTCCAGGCT 


360 


GCTAACGCCA 


TGGGACGCTA 


GTTGTGAACA 


AGGTGTGAAG 


420 


AATCCTCCGG 


CCCCTGAATG 


CGGCTAATCC 


CAACCTCGGA 


480 


GATTGGCCTG 


TCGTAACGCG 


CAAGTCCGTG 


GCGGAACCGA 


540 


TCCTTTTATT 


TTATTGTGGC 


TGCTTATGGT 


GACAATCACA 


600 


TTGGATTG 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKtiERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nukleineaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLt)SSEL: - 

(B) LAGE: 1. .17 ^ ^ 
(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- M1317MER 

/note- "synthetische DNA; Ml 3 Sequenzierprimer 
(New England Biolabs GmbH), eingesetzt fuer PCR 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

17 

GTAAAACGAC GGCCAGT 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKT ERI S T IKA : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtlS SEL : - 

(B) LAGE:" 1. .24 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- M1324MER 

/note- "synthetische DNA; Ml 3 reverser 
Sequenzierprimer (New England Biolabs GmbH), 
eingesetzt fuer PCR" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
AGCGGATAAC AATTTCACAC AGGA 



24 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 8: 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsfiure 

(C) STRANG FORM: Eir.zel 

(D) TOPOLOGIE: line- *- 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- NCCLSA1 

rrS2fr/ Synth 5 tlsche DNA; synthetischer Linker zur 

f » des verkue«ten PDCF-B Vorlteufers 
aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9" 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 8: 
CATGGCCCAA TCGATCCCG 



19 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsflure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- NCCLSA2 

aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9« 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
TCGACGGGAT CGATTGGGC 

19 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLt)SSEL: - 

(B) LAGE: 1. . 37 

(D) SONSTIGE AN GAB EN ; /label- PDGBBCL 

/note- " synthetische DNA; Mutageneeeprimer zur 
Einfuehrung einer Bcll-Schnittstelle in den 
S'-Bereich des PDGF-B Vorlaeuf ers " 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
GCTT.TATGAG ATGCTGAGTG ATCACTCGAT CCGCTCC 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 110 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLttS SEL : - 

(B) LAGE: 1. .110 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- PPDGFB1 

/note- "synthetische DNA; synthetischer Linker zur 
Rekonstitution der maturen PDGF-B 
Vorlaeuf ersequenz" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
TCGACACCAT GAATCGCTGC TGGGCGCTCT TCCTGTCTCT CTGCTGCTAC CTGCGTCTGG 
TCAGCGCCGA GGGGGACCCC ATTCCCGAGG AGCTTTATGA GATGCTGAGT 



60 
110 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

U) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA- 

(A) LANGE: ll:> Basenpaare 

(B) ART: Nukl^ :.\saure 

(C) STRANGFORM. Zinzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .110 

(D) SONSTIGE ANGABEN i /label- PPDGFB2 

/note- 'smtheH./.!,. t-svt* 



Vorlaeufersequenz 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12- 
GATCACTCAG CATCTCATAA AGCTCCTCGG GAATGGGGTC CCCCTCGGCG CTGACCAGAC 
GCAGGTAGCA GC AG AG AG AC AGGAAGAGCG CCCAGCAGCG ATTCATGGTG 



60 
110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13 . 

Ci) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

r ( t ^H GE: 30 ^fienpaare 
(B) ART: Nukleinsaure 
, ( n f^RANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / S CHLUS S EL : - 

(B) LAGE: 1..30 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- 5--POLI01 

PCR!|ri^Ir? thet±SChe DNA - synthetischer 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
TTTCTGCAGA AGCTTAAAAC AGCTCTGGGG 



30 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14 : 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .28 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- 3*-POLI02 

/note- " synthetische DNA; synthetischer 
PCR-Primer " 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1A : 
TTGCGGCCGC AATCCAATTC GCTTTATC 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 13 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtiSSEL: - 

(B) LAGE: 1* .13 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- E-N-El 

/note- "synthetische DNA; synthetischer Linker 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15 
AATTGCGGCC GCG 



13 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA- 

(A) LANGE: 13 Barsnpaare 

(B) ART : Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALEt 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .13 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /label- E-N E2 

/note- 'synthetische DNA; synt-hetischer Linker- 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 16: 
AATTCGCGGC CGC 

13 
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Patentanaprtiche 

Bicistronische Expressionseinheit zur rekombinanten Herstel- 
lung von heterodimerem PDGF-AB in SSugerzellen als Wirtszel- 
len, gekennzeichnet durch die allgemeine Formel 

p ~ 5'UTR - C x - IRES - C 2 - 3'UTR - polyA, 

in der 

p ein transkriptionaler Promotor ist, 

5'UTR eine nicht trans latierte Nukleotidsequenz ist, 

Cj ein Cistron ist, welches ein fiir die B-Kette von PDGF, 
ein biologisch aktives Analogon oder ein Fragment der- 
selben kodierendes Gen enthalt, 

IRES eine Nukleotidsequenz viralen, zellulSren oder 
synthetischen Ursprungs ist, die in der Stufe der Trans- 
lation fiir die interne Initiation verantwortlich ist, 

C 2 ein Cistron ist, welches ein fiir die A-Kette von PDGF 
oder ein biologisch aktives Analogon oder ein Fragment 
derselben kodierendes Gen enthalt, 

3'UTR eine nicht translatierte Nukleotidsequenz ist, 

und polyA ein Polyadenylierungssignal ist, 

wobei C lf IRES und C 2 operativ raiteinander verkniipft sind. 



PCT/EP93/02295 



- 49 - 



Expressionseinheit nach Anspruch 1, dadurch geJcennzeichnet 
da/3 c, die vollstandige PDGF-B Vorlauf erseguenz (SEQ id Nr' 
3), deren allelische Varianten Oder Fragmente derselben ent- 
halt, welche fur eine biologisch wirksame PDFG-B Kette ko- 
diert . 

Expressionseinheit nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
dafl Cl das v-sis-Gen aus Simian Sarcoma Virus oder die Basen- 
paare 283 bis 609 gemSJi SEQ ID Nr. 3 enthalt. 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch ge- 

*Z7T Q i ' f aR C2 die pdgf - Ak - (seq id Nr - ° d - 

PDGF— A L Vorlauf er-Seguenz enthalt. 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 4 , dadurch ge- 

kennzeicnnet, dafl ires die Nuxleotidsequenz gemafl S EQ id Nr. 

^ i s t • 



kZ eS !T Seinhe " " aCh ""P*"*™ 1 4 , dadurch ge- 

kennzeichnet, d aB ires die 5-UTR des Enzephalomyocarditis 
Virus ( EMV ) . des "Thon^ . 

Thellers «™ encephalomyelitis virus - 
(TMEV), des -foot and mouth disease virus- (FMDV), des "bovine 
enterovirus- (BEV), des "coxsackie B virus" (C BV,, des "human 
rhinov.rus- (HRV, oder die -human immunoglobulin heavy chain 

5™"^°^"" (BIP> 5 ' UTR ' D — P»"- Antennapediae 

Hybrid// D J :OS ° Phlla ««»Wtho«„ 5'UTR oder genetische 
Hybr.de oder Fragmente aus den oben angef uhrten Sequent ist 



Rekoml,i nanter DNA . Vektor , „ alcher d . e E^ssionseinheit 
den Anspruchen ! bis 6. operativ verfcnupf t mit Expressions,™- 
trollseguenzen, enthalt. 



Wirtszelle, welche eine Saugerzelle trM^nr-i - 

" au y e "eue transformiert mit dem 
Vektor gemafi Anspruch 7 ist. 
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9. Wirtszelle nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl sie 
eine CHO- oder BHK-Zelle ist. 

10. Wirtszelle nach Anspruch ?, dadurch gekennzeichnet, dafi sie 
eine BHK-Zelle ist und von dem Klon 91-24-4D mit der Hinter- 
legungs-Nr. DSM ACC2045 abstammt . 

11. Verfahren zur Herstellung von heterodimerem rPDGF-AB, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man Saugerzellen als Wirtszellen, die eine 
Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 6 operativ 
insertiert enthalten, in einem geeigneten Medium kultiviert 
und das so erzeugte rPDGF-AB von den Zellen und dem Medium ab- 
trennt . 

12.. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daii die 
Wirtszelle eine Zelle nach den Anspriichen 9 bis 11 ist. 

13. Heterodimeres rPDGF-AB, im wesentlichen frei von homodimeren 
Begleitprodukten, erhaltlich durch Kultivieren von Sauger- 
zellen als Wirtszellen, die eine Expressionseinheit nach den 
Anspriichen 1 bis 6 operativ verknupft enthalten, in einem 
geeigneten Medium und Abtrennen des so erzeugten rPDGF-AB von 
den Zellen und dem Medium. 

14. Heterodimeres rPDGF-AB, im wesentlichen frei von homodimeren 
Begleitprodukten, erhaltlich durch Kultivieren von BHK- oder 
CHO- Zellen als Wirtszellen, die eine Expressionseinheit nach 
den Anspriichen 1 bis 6 operativ verknupft enthalten, in einem 
geeigneten Medium und Abtrennen des so erzeugten rPDGF-AB von 
den Zellen und dem Medium. 
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